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論 文 内 容 要 旨
三次元細胞培養は，平面培養に比べ，細胞形態，細胞－細胞間の相互作用，細胞シグナル伝達経路
に関してより生体に近い状態での培養が可能となるが，歯原性上皮細胞の三次元培養による効果はほ
とんどわかっていない。そこで，本研究では，一度に大量の球状細胞塊（スフェロイド）形成が可能
な三次元細胞培養デバイスを用い，歯原性上皮細胞株である SF2 細胞をこの培養器中で培養すること
で三次元培養が SF2 細胞のエナメル芽細胞への分化に与える影響について平面培養との比較を行った。
SF2 細胞を三次元培養器で培養したところ，培養 1 日目でサイズの均一なスフェロイドを形成した。
細胞増殖を経時的に検討したところ，平面培養では培養日数が長くなるに伴い増加したが，三次元培
養では減少した。エナメル芽細胞のマーカーであるエナメル基質タンパク質のアメロブラスチン，ア
メロジェニンについて遺伝子発現を確認したところ，三次元培養は平面培養に比較し，高い発現を認
めた。細胞数が減少したにもかかわらず，エナメル基質タンパク質の発現の増加が見られたことから，
三次元培養によりエナメル芽細胞の分化が促進したことを確認できた。そこで，SF2 細胞を三次元的
に 2 日間培養後分化誘導培地で培養し，SF2 細胞の石灰化の誘導について検討，さらにアポトーシス
についての検討を試みた。エナメル基質タンパク質の発現について蛍光免疫染色にて確認したところ，
培養日数に伴いアメロジェニンは減少傾向にあったが，KLK-4 はスフェロイドの外側から内部へと発
現していくことが明らかとなった。さらに Von Kossa 染色にて石灰化の有無を確認したところ，三次
元培養では分化誘導培地交換後 5 日で石灰化を認めた。また，分化誘導培地で培養した SF2 細胞スフェ
ロイドはアポトーシスを起こしていることを確認した。以上の結果から，三次元培養は，SF2 細胞の
エナメル芽細胞分化を平面培養に比べて大幅に促進し，エナメル芽細胞の分泌期，成熟期，アポトー
シスという一連の分化，成熟過程を解析するための手法として有効であることが示唆された。
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審 査 結 果 要 旨
組織再生の研究をはじめとして細胞の増殖，分化といった細胞機能を解明するために in vitro の検
討は重要であり，より生体環境に近い状況下の分析手法として三次元培養が試みられている。三次元
培養方法のひとつに球状細胞塊（スフェロイド）培養がある。
本論文は一度に大量のスフェロイドを調整できる三次元培養装置を試作し，エナメル芽細胞の表現
型を発現する歯原性上皮細胞株（SF2 細胞）のスフェロイド形成能，細胞分化能をはじめとした細胞
機能に及ぼす三次元化の効果を調べたものである。SF2 細胞のエナメル芽細胞様細胞への分化に与え
る影響について平面培養との比較を行った。
培養器は細胞培養基材として広く用いられているポリジメチルシロキサン（PDMS）を成型・加工
することで作製した。培養検討の結果，短期間の培養で均一なサイズのスフェロイドが形成された。
エナメル芽細胞のマーカーであるエナメル基質タンパク質のアメロブラスチン，アメロジェニンにつ
いて mRNA 発現を検索し，三次元培養は平面培養に比較しそれらの発現を促進することを確認した。
三次元培養によって細胞数は若干減少するが，エナメル基質タンパク質群の遺伝子発現が増加したこ
とから，三次元培養はエナメル芽細胞の分化を促進できることを証明した。
エナメル芽細胞はエナメル基質タンパク質産生後に石灰化物を形成し，自身はアポトーシスを起こ
して消失される運命にある。三次元培養でこれらの点を解明するため，SF2 細胞を分化誘導培地で培
養し検討を行った。蛍光免疫染色による分析により培養期間経過に伴いアメロジェニンは減少し，そ
の分解酵素である KLK-4 の発現が確認された。また，Von Kossa 染色にて石灰化が同定された。さらに，
アポトーシスが生じていることも確認された。以上の結果から，三次元培養は，SF2 細胞のエナメル
芽細胞様細胞への分化を促進することが明らかとなった。この結果は三次元培養がエナメル芽細胞の
分泌期，成熟期，アポトーシスという一連の分化，成熟過程を解析するための手法として用いること
が可能であることを示した。
本研究は，三次元培養を用いることで，歯原性上皮細胞のエナメル芽細胞様細胞への分化が最終分
化段階である石灰化過程に至るまで観察できることを示し，エナメル質形成における細胞分化の in 
vitro モデルおよび解析手段を提示しており，学術的貢献をし得ることから，博士（歯学）の学位論文
として相応しいと判断する。
